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論 文 内 容 要 旨
マ ウス卵子の単為発生の誘導に関する研究
第1章 序論
脊椎動物 で も 多 くの種 で未受精 卵 か ら個 体 が発生 す る ことが報 告 され て い
る。例 えば 、魚 類 や両性 類で は卵子 あ る いは精子の ゲ ノム情 報 の みで発生 を開
始 させ る ことが可 能 であ り産業分野 で の応 用 も既 に な されて いる 。す なわ ち 、
雌性発生 ある いは雄性 発生個体が得 られ て お り、水産 養殖 の 一 つの技術 と して
普及 し、メス とオ スで経済価値 が違 う場合 に単性養 殖 と して 適 用 されて いる 。
哺乳類 で も精 子 の 関与 な しに卵 子 の 第 二減数 分 裂 中期 の発 生停 止 が解 除 さ
れ 、分裂終期 お よび前核形成 を経て その後 の発 生が進行 す る現 象 いわ ゆ る単為
発生は種 々の物 理 的 、化学的刺激 によ り誘 導す る ことがで き る。単為発 生は極
体 を放出 した ま ま半数体 とな ることが多 いが、細胞分裂 阻害 剤 であ るサ イ トカ
ラ シ ンを用 いて 極 体放 出 を阻害 す る と1細 胞2前 核 型 の二 倍体 とな り発 生率
は改善 され る 。マ ウスで は この単為 発生胚 を偽妊娠 代理 母 に移植 す る と、着 床
後 の死亡率 は高 いものの妊娠 中期 まで は成 長す る。 しか し、その後 急速 に死 滅
する。この子 宮 内致死 で ある単為発 生胚 も正常胚 との集合 キ メラを作 る ことで
rescueで きる 。す なわ ち、4～8細 胞 期 の マ ウス単為 発 生胚 と正 常胚 とで集合
キ メラを作 製す る と単一 の胚盤胞へ と発 生 し、移植 す る とキ メラ個 体 が誕 生 す
る。'
現在 の と こ ろ哺乳 類 で は魚類の よ うに単 為発 生単 独 か らの個 体 は得 られ て
いないが、単為 発 生胚 由来の胚性幹 細胞(ES細 胞)は 報 告 されて お り、雌性 生
殖細胞 系列の 全分 化過程 を体 外で再 現 す る ことは潜在 的 に可能 で あ る。体外 培
養下で生殖 細胞 系 列 の全分化過程 を再現 す ることがで きれば 、長期 にわ た り生
殖細胞 お よ び次 世 代 に作用 を及 ぼす 化学 物 質 の毒性 を暴 き出す ことが可能 と
なる。一方 、配偶 子 を高度 に利用す る こ とによ り非 常 に均 質 な家 畜 ある いは実
験動物の作 出 も可能 であ り、後者 の実験 動物 の例 で は毒 性 ・薬効 の新規評 価系
の開発 につな が る。さ らに、生殖細胞 系 列の どの細胞 か らで も配偶子 が作製 で
きるよ うにな り、稀 少 な動物 か らで も数 多 くの子孫 を得 られ る ようにな る と考
え られる。
以上 のよ うな問題 意識 を背景 に、本研 究で は、マ ウス を用 いた単 為発生 を主
題 と して、新 た な活性化 因子 の特定 と単 為発 生胚 の細胞 分 裂 様式 につ いて研 究
した。す なわ ち 、今 回筆者はプ 臼ジ ェステ ロ ンに よ りマ ウス 卵子 の単為発 生 が
誘導で きる こと を見出す と共 に、サ イ トカラ シ ンの 濃度 を変 え る ことに よ り、
異 なる型の細 胞 分裂 が誘 導で きるこ とを見出 した。プ ロジェ ステ ロ ンの よ うな
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ス テ ロイ ドホ ルモ ンが哺 乳類 卵子 の 単為 発 生 を誘導 す る と い う報 告 は これ ま
で に な く、サ イ トカ ラ シ ンは細胞 分裂 を阻 害す る 目的で主 に利 用 されて きた。
そ こで本研究で は 、まず ステ ロイ ドホ ル モ ンによるマ ウス卵子 の単為 発生の誘
導 に関す る諸条件 を検 討 した。つ いで単 為 発生誘導 因子 と して繁 用 されて いる
工 タ ノールによ る単為 発 生 との比較 を交 え 、サ イ トカラシ ンに よる細胞 分裂様
式 につ いて検討 を加 えた 。最後 に単 為発 生胚の プη γプケoお よび デη γブγoでの
発 生能 を検討 し、さ らに プ ロジェステ ロ ン誘導 による単 為発 生胚 で も正常胚 と
の 集合 キ メラに よ って キ メラ個体 が誕 生 す るか どうか を検討 した 。得 られた成
績 は以 下のよ うに要約 され る。
第2章 ステ ロイ ドホ ルモ ンによる マ ウス卵 子の単為発 生の誘 導
ICR系 マ ウスの未 受 精卵 を材料 と して 、ステ ロイ ドホルモ ン、中で もプ ロ
ジ ェステ ロンによ る単為 発 生の誘導 に関す る諸条件 を検討 した。処 理濃度 の検
討で は100μM(31.4μg/m1)の プ ロジェステ ロンで高率(90%)の 単
為発 生 的活性 化 が認 め られ たが、150μM以 上では細胞 質 が変性 し50μM
以 下 では活性 化 はほ とん ど認め られ な か った(Fig.1、Table1)。 卵 子のaging
(排 卵後 の経過 時間)お よ び処理時 間 の 長 さの検討 では 、hCG注 射後16、
18、20お よび22時 間 目か ら100μMプ ロジェステ ロンで6時 間処理す
る と、 それ ぞれ50、85、89お よび98%の 活性化 が認 め られ た。 しか し
2お よび4時 間処 理 の 活性 化率 は6時 間処 理 のそれには及 ば なか?た(Table
2)。 その他 のステ ロ イ ドホ ルモ ンで も活性 化 の有無 を検討 した 。す なわち、 コ
レス テ ロール硫 酸 、プ レグ ネノロ ン、17 .α一ハイ ドロキ シー20β 一ジハ イ ド
ロプ ロジェステ ロン、17α 一ハ イ ドロキ シプ ロジ ェステ ロン、20α 一ハイ ド'
ロキ シプ ロジェステ ロ ン、20β 一ハ イ ドロキ シプ ロジェス テ ロン、ア ン ドロ
ス テ ンジオ ン、テ ス トス テ ロンおよ びエ ス トラ ジオールー17β を検討 した。
その結 果 、20α 一お よび20β 一ハ イ ドロキ シプ ロジェステ ロンで も活性化 が
認 め られ たが、残 りの ステ ロイ ドホルモ ンで は活性化 は ほ とん ど認 め られなか
った(Table3)。 次 に卵 丘 細胞 および ピア ル ロニ ダーゼ処 理 の影 響 を調 べる 目
的で 、卵 丘一卵 子複 合体 の まま未受精 卵 を100μMプ ロジ ェステ ロンで6時
間処 理 し単 為発 生 を誘 導 した。その 結 果 、活 性化率 は対 照 群 で6%、100
μMプ ロジェステ ロ ン群 で98%で あ った。す なわ ち本試験 条 件 下では卵丘細
胞 の 有無 および ピア ル ロニ ダーゼ処 理 の影 響 は認め られ なか った(Table4)。
サ イ トカ ラ シ ンBを 用 いず に単為発 生 した卵子 の培 養 を継 続 す る と60%が
2細 胞 期 に発生 したが 、胚 盤胞期 に達 した のは3～6%で あ った(Fig.2、Table
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5)。 以上 の 結果 は、原著論文(2)に 発表 した。また 、配偶子 の体 外 培養 系 に
関する内容 を原著論文(1)お よび(3)に 発表 した。その後 の実験で プ ロジ ェス
テ ロ ンの 受 容 体 レベルでの 拮 抗 剤 で あ るRU486を プ ロジ ェス テ ロ ン と一
緒 に培養 液 に添 加 した が活性 化 を抑制 す る ことはで きな か った(Table6)。 さ
らに、活性 化 に関与 して いる と考 え られて いる細 胞外Ca2+の 影響 を検討 す る
目的で、Ca2+チ ャ ンネル拮 抗剤 を100μMプ ロジ ェステ ロンと併 用 した が
活性化 を抑 制 す る ことはで きな か った(Table7)。 一 方 、単 為発生 卵 の前 核 期
の観 察では 、明瞭 な前核 が認 め られ るの は処理開始9時 間前後 であ り、この 時 、
極体の放 出 は ほ とん ど認め られず 、2細 胞 型を呈 した直 接分割卵の 出現 頻度 が
46%で あ った(Table8)。
第3章 マ ウス単為発生卵の細胞分裂の制御
一般 に単 為 発 生卵は雌 ゲ ノムの み で極 体放 出 ある いは 直接分割 を起 こ して
半数体 とな る為 に発生率 が低 下 す る。そ こで発生率 を改 善 する 目的 で サ イ トカ
ラシンBの 適 用 を検討 した。本 章 の 実験 で は単為発 生 は工 タ ノール に よ って言秀
導 した。7%工 タ ノールで5～7分 間 マ ウス未受精 卵 を処理 す ると85%が 単
為発 生 した(Table9)。 処 理 開始6時 間後 には極 めて 明 瞭 な前 核 が認 め られ 、
第二極体 の放 出 を伴 う1細 胞1前 核 型 の卵子 が高 頻度 に認 め られ た 。す なわ ち 、
L1前 核1極 体 卵
、2前 核卵 、1前 核卵 、直接分割 卵 の 割 合 は各 々63、11、
3、15%で あ り1前 核1極 体 卵 が主で あった(Fig.3、Table9)。 次 に工 タ ノ
ール誘導後 の 単 為発生卵 に5μg/m1サ イ トカラシ ンBを 用 いると第 二極 体 の
放出が阻害 さ れ90%が2前 核卵 とな った(Table9)。 しか し、低 濃度(0.5
μ9/m1).の サ イ トカラ シ ンBで 単 為発 生卵 を処理 す る と81%は 直接 分 割 卵
で あ った(Table9)。 低濃 度 の サ イ トカラ シ ンBが 直 接 分割 す なわ ち細胞 分 裂
を誘導す る と い う報告 は これ まで に ない。サ イ トカ ラ シ ンBは 細胞 骨格 の うち
ア クチ ンの重 合 を特異 的 に阻 害す る。共 焦点 レーザ ー走 査蛍 光顕微 鏡 を用 いて 、
これ ら異 な る濃 度のサ イ トカ ラ シ ンBに よって誘導 され た1前 核1極 体 卵 、2
前核 卵お よび直 接分割卵の核 およ びア クチ ンの動態 を観 察 す る と、ア クチ ンが
核 の移 動 お よ び細胞 質分 裂 に 重 要 な役 割 を果 た して い る ことが確 認 さ れ た
(Fig.4～8)。 一 方 、卵子 の減数 分 裂 におけ る極体放 出は 、有糸分裂 お よ び分 裂
紡錘体の90度 回転 に続 く細 胞 質 の著 しい不等分裂 に よ って起 こる が 、今 回 の
O.5μg/m1サ イ トカラ シンBで 観 察 された直接分 割 卵 は 、分裂紡 錘体 の90
度 回転 がサ イ トカラ シ ンBに よ って 阻害 され た為 と考 え られ 、分 裂 紡錘 体 の




プ ロジ ェステ ロ ンによ って誘 導 され た マ ウス単為 発 生卵 の胚 盤胞 へ の発 生
率 は3～6%で あ ったが(Table5)、5μg/m1サ イ トカラ シ ンBで 二倍 体 化
処 理 を施す と、胚 盤 胞 への発生率 は23%へ と改善 され た(Table10)。 この胚
盤胞 を代理母 の子 宮 に移 植 し、Day10.5(DayO.5=偽 妊 娠母 の膣栓発 見 日)
～Day14 .5に 剖 検 す る と着床 率 は51%で あ った(Table10)。 さ らに 、Day
10.5に は生 存胎 仔 が認 め られ 、プ ロ ジェステ ロ ン誘 導 の単為 発生胚 は妊 娠
中期 までは発 生 で きる ことを確 認 した(Fig、9)。 しか し、それ以 降は生存 胎 仔
は1例 も認 め られ ず 、DaylO.5が 単 為 発 生胚 の発 生限 界で あ る と思 わ れ た。
一 方、プロジ ェステ ロン誘導 単為発 生胚 と受精卵 由来 の二倍体胚 とで4細 胞期
に集合 キメラ を作 製 す る と66%が 単 一 の胚盤胞 へ と発 生 し、代理母 に移 植 す
る とキメラ個 体 が誕 生 した(Fig.10、11、Table11)6単 為 発生胚 は胚体 外 組
織の発達 が未熟 な こ とが主因で 、着 床後 、子 宮内で死亡 す る と考 え られ て いる
が、プロジェステ ロン誘導 マ ウス単 為発 生胚 でも二倍体胚 との集合 キメラ を作
る ことによ り出 生仔 へ と発生 させ る ことがで きるの を確 認 した 。これ とは別 に 、
単為発生卵 と三倍 体 卵(2つ の雌核 と1つ の雄核 とを持 つ)と の集合 キ メラ を
作 製 したが、胚 盤胞 への発生 は64%で あ ったものの 、出生仔 の誕 生は認 め ら
れずDay10.5が 発 生限界であ った(Table12)。 哺乳類 の初期発 生に お いて
は 、着床 まで の過 程 で は精子(雄 ゲ ノム)の 役割 は あ ま り大 き くな いが、そ れ
以降の発生 にお いて は正 常 な雌雄 ゲ ノム が必須で ある こ とが示唆 され た。以 上
の結果は 、原 著論 文(5)に 発 表 した。
一179一
結論
本博士 論文 では 、次の ことを明 らか に した。
1)マ ウス未 受 精 卵 を100μMプ ロジェステ ロ ンで6時 間処理 す る と高率
(90%)に 単為発生を誘 導 で きる ことを明 らか に した 。
2)プ ロジェステ ロン以外に20α 一お よび20β 一ハ イ ドロキシプ ロジ ェステ
ロンで も単為 発生を誘導で きた が、その他 の ステ ロイ ドホルモ ンで は 活性
化 はほ とん ど誘導できな い こ とを明 らかに した。
3)O.5μg/m1サ イ トカラ シ ンBの 適用 に よ り、 単為 発生卵 は直 接 分 割 す
る こ とを明 らかにす ると共 に 、'サイ トカ ラ シ ンBの 濃度 を変 える こ とで 異
な る様 式の 細胞分裂を誘 導で きる ことを明 らか に した。
4)極 体放 出 に関 わ る分裂紡錘 体 の90度 回転 に はア クチ ンの関与 が示 唆 され
る ことを明 らかに した。
5)プ ロジ ェステ ロン誘導マ ウス単 為 発生胚 も、妊 娠 中期 まで発 生で きる こと
を実証 した 。
6)途 中死 亡 す る運命にあ るマ ウス 単為発生胚 も く正 常 受精卵 との キ メ ラ作 成
に よ りrescueで き、出生仔 へ と発 生 させ る ことが で きる ことを明 らか に し
た 。
7)単 為 発生卵 と三倍体卵 との集合 キ メラは依然 、子 宮 内致 死であ る こ とを確
認 し、正常 な雌雄 ゲノム が個 体発 生 には必 須 で あ る ことを実証 した 。
一180一
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































100μMプ ロ ジ ェス テ ロン
100μMプ ロジ ェス テ ロン
100μMプ ロジ ェス テ ロン
100μMプ ロジ ェス テ ロン































Table7.Ca2+チ ヤンネル 拮抗剤の単 為発生 に及 ぼす影響
供試卵数 活性化卵数(%)
100μMプ ロジ ェス テ ロン
100μMプ ロジ ェズ テ ロン+10μMベ ラバ ミル










Table8.プ ロジェステロン誘導による単 為発 生 卵の細胞分裂の様 式
供試卵 数a活 性化 卵数(%)1前 核1極 体(%)b2前 核(%)b 1前 核(%)b2細 胞2前 核(%)bそ の 他(%)b
230 212(92) 3(t) 74(35) 16(8) 98(46) 21(10)
r㍉r㌧ ビ㌧ 碕㍉
む ヒウ　 　 キ ヤちも ギ 　をヤ も
、
..,.調 黛堀 聾欝'逼 慨謝酬塗 壕 騨 ㎡
a:hCG注 射18時 間 後 か ら100μMプ ロジェステロンで6時 間処 理 し、そg)㍗4時 間後 に固 定 した卵子
















































































































































































































































籔 轡 ・一 ・匁 ギ
ぐへ 　 や け 　 ゆ ゾ ド ヒ し


































































































































































































































































































1 26 14.5 Non-pregnant
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Tota! 9 80 44(55) 4 #1
#1:Crown-rumplengthswere2.50-4.28mm.
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為発生活性化因子の特定 と単為発生胚の細胞分裂禄式の解明を目的に実験を行 うとともに,今 回特定
した単為発生活性化因子によって誘導された単為発生胚でも正常胚 とのキメラ形成によってキメラ個
体に成長するかどうかを検討 した。得 られた結果は次のように要約される。(1)マ ウス未受精卵を
100μMプ ロジェステロンで6時 間処理す ると高率(90%)に 単為発生を誘導できた。(2)プ ロジェ
ステロン以外に20α一および20β・ハイドロキシプロジェステロンで も単為発生を誘導できたが,そ の
他のステロイ ドホルモンでは活性化はほ とんど誘導できなかった。(3)0.5μg/mlサ イ トカラシンB
の適用により,単 為発生卵は直接分割 し,さ らにサイトカラシンBの 濃度を変えることで異なる様式
の細胞分裂を誘導できた。(4)極 体放出に関わる分殺紡錘体の90度 回転にはアクチンの関与が示唆
された。(5)プ ロジェステロン誘導マウス単為発生胚は,妊 娠中期まで発生 した。(6)途 中死亡す
る運命にあるマウス単為発生胚は,正 常受精卵 とのキメラ作成により救助でき,出 生仔へ と発生させ
ることができた。(7)単 為発生卵 と三倍体卵 との集合キメラは依然,子 宮内致死であることを確認
した。このことは正常な雌雄ゲノムが個体発生には必須であることを示 している。
以上のように,マ ウス卵子の単為発生活性因子 としてプロジェステロンを同定 し,そ れによって誘 ド
導された単為発生胚の発生様式を解析するとともにプロジェステロン誘導単為発生胚は妊娠中期まで
発生 し,さ らに正常受精卵 とのキメラ形成により,産 仔へと発生することを明らかにした。このこと
は応用動物科学,動 物生殖科学分野において高 く評価される。 よって博士(農 学)の 学位を授与でき
るものと判定 した。
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